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 PCR با) strR(استرپتومايسين آنتي بيوتيك توليد م كنندهتنظيجداسازي ژن 

  فرشاد درويشي هرزويلي، ناصرگلبانگ، زهره حجتي و مجيد متولي باشي
  دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  26/01/85: تاريخ پذيرش   05/07/84: تاريخ دريافت

  چكيده

 توليـد  ژنتيك .  آمينوگليكوزيدي است كه توسط باكتري استرپتومايسس گريزئوس توليد مي شود          كآنتي بيوتي يك   استرپتومايسين
، اعمـال مختلـف      ژن 25 بـيش از   بـا     str دسـته ژنـي   .  استرپتومايسس گريزئوس مشخص شـده اسـت        بخوبي در  استرپتومايسين

 افـزايش ميـزان توليـد آنتـي          تحقيـق  اصلي ايـن  هدف  . ، تنظيمي و ترشح آنتي بيوتيك استرپتومايسين را انجام مي دهد          بيوسنتزي
 آنتـي بيوتيـك     توليـد  م كننـده  تنظـي ژن  ،  بـدين منظـور   . اسـت   تـرانس ژنيـك    استفاده از استرپتومايسس   با   استرپتومايسين بيوتيك

پرايمرهـاي  .  از باكتري استرپتومايسس گريزئوس جدا و خالص شـد         DNAدر اين تحقيق    . مورد نياز است  ) strR(استرپتومايسين
  يعني ژن PCRصحت محصول .  تكثير گرديدstrR   ژن PCRمختلفي براي رسيدن به هدف تحقيق طراحي و سپس با تكنيك 

strR با تكنيكهاي Nested-PCRو  PCR-RFLPبررسي شد .  

  strR ،.PCR استرپتومايسين، استرپتومايسس گريزئوس، ژن :واژه هاي كليدي

  مقدمه 
هـاي رشـته اي     ي باكتر از) جنـسي (استرپتومايسس سرده اي    

ســرده ). 10 و5( اســت DNA بــالا در GCگــرم مثبــت بــا 
 و دامنـه  هـاي طبيعـي   درصد آنتي بيوتيك 75سترپتومايسس  ا

هاي ثانويه بـر ضـد عوامـل انگلـي،          وسيعي از ساير متابوليت   
قارچي و همچنين ضد تومور و علف كش را توليد مي كند           

ــرده استرپتوما ). 3 و2، 1( ــاي س ــه ه ــي از گون ــسس،  يك ي
Streptomyces griseus   است كه بعلت توانـايي در توليـد  

آنتي بيوتيك استرپتومايسين، تشكيل اسپور در محيط مـايع         
وتوليـد يـك    ) 12 و 11(با محدوديت غذايي و فقر فسفاتي       

عنوان گونـه   ب) A )A-factorهورمون ميكروبي به نام فاكتور    
 باA ر فاكتو).7(منحصر به فرد اين سرده محسوب مي شود 

 كاملاً  رندهي گ ي دارا راي ز دارد،شابه  ي ت وتيوكاري يهاهورمون
 دي ـر تولي ـ نظ پي ـ فنوت نيچندباعث بيان    است و    ياختصاص

ــ ــوتي بيآنت ــ استرپتوماكي ــاني و پنيسي ــه  گم ــت ب ، مقاوم
در غلظـت     و اسپور  يي هوا وميسلي م لي تشك ن،يسياسترپتوما

  ).14(شود يم M 9-10 نييپا

نتـي بيوتيكهـاي آمينوگليكوزيـدي      استرپتومايسين از دسته آ   
اين دسته از نظر ساختمان شيميايي، خصوصيات ضد      . است

تمـامي  . ميكروبي، اثـرات فارماكولوژيـك و سـمي شـبيهند      
آمينوگليكوزيدها از سنتز پروتئين جلوگيري مي كنند بـدين         

 در ريبـوزم بـاكتري مـي        S30نحو كه مانع عمل زير واحد       
هـاي گـرم منفـي     ضـد باكتري  از آمينوگليكوزيدها بـر     . شوند

ي از انتروكـوك يـا      روده اي و در درمان انـدوكارديت ناش ـ       
طـور وسـيعي اسـتفاده مـي        برخي از باكتريهاي گرم منفي ب     

هاي گـرم منفـي و      ترپتومايسين بر تعدادي از باكتري    اس .شود
ــاكتري   ــر ب ــت اث ــشيمثب ــاده   . دارد ك ــوق الع ــت ف  اهمي

بيمـاري سـل     استرپتومايسين بخاطر تأثير آن بـر ميكـروب         
كنديـــسيدين، نوبيوســـين، ســـيكلوهگزاميد ). 16(اســـت 

  آنتــي بيوتيكهــاي ديگــري هــستند كــه Aوكرومومايــسين 
نقـشه  ). 9 و8(  توليد مـي شـود   S. griseusتوسط          
 هـاي محـدود   با اسـتفاده از آنزيم S. griseus فيزيكي ژنوم 

  مشخص كرد كه اين گونه يك كروموزم         AseI و DraI الاثر
  ).13( دارد Mb 8/7خطي به اندازه 
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 ژن  25 دسته ژني بيوسنتز كننده استرپتومايسين با بـيش از          
ــال در                  ــت و انتق ــيم، مقاوم ــنتز، تنظ ــال بيوس ــرل اعم كنت

N2-3-11  Streptomyces griseus ــده دارد، و ژن را برعه
strR        يكي از ژنهاي دسـته ژنـي بيوسـنتزي آنتـي بيوتيـك  

  فعال كننـده ويـژه       StrRپروتئين  ). 4(ن است   استرپتومايسي
نسخه برداري در مسير توليد آنتي بيوتيـك استرپتومايـسين          
است كه باعث بيان دسته ژني استرپتومايسين براي بيوسنتز          

  ). 17و15(استرپتومايسين از گلوكز مي شود 

 و طراحــي PCRدر ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از روش    
ــاي مناســب، ژن     عامــل S. griseusز   اstrR پرايمره

هـدف  . توليدكننده  آنتي بيوتيك استرپتومايسين جـدا شـد        
نهايي آنست كـه در آينـده آن را بـه حامـل مناسـب بـراي                 
ترانسفورماسيون استرپتومايسس مـورد نظـر انتقـال داده تـا       
بتوان ميزان توليد آنتي بيوتيـك استرپتومايـسين را افـزايش           

  .داد

  مواد و روشها 

 Streptomycesازسويه  باكتري استاندارد  :سويه باكتري

griseus  براي         استخراج  . در اين تحقيق استفاده شد
DNA باكتري در محيط كشت مايع ، YEME گرم 3حاوي 

Difco Yeast Extract ،5         گرم Difco Bacto-

Peptone ،3گرم Oxoid Malt Extract  ،10 گرم 
 7 ميلي ليتر آب مقطر با 1000 گرم سوكروز در 340گلوكز،

pH=   روزه 5 -7گراد بمدت   درجه سانتي30در دماي 
  ). 6(كشت شد

 High   از كيت DNA براي استخراج  :DNAاستخراج 

Pure PCR Template Preparation شركت  Roche  آلمان 
 ميلي ليتر از محيط 1پس از رشد باكتري، . استفاده شد

 وپ استريل با دوركشت حاوي باكتري در يك ميكروتي
rpm8000 گراد   درجه سانتي4 دقيقه در دماي 5 بمدت

بعلت بالا . سانتريفيوژ گرديد و مايع رويي دور ريخته شد
 توده YEMEمحيط كشت ) سوكروز( بودن تركيبات قندي

سلولي باكتري چند بار با آب مقطر استريل شستشو و 
 باكتريايي طبق دستور كيت DNA. سانتريفيوژ گرديد

 درصد 7/0استخراج ، خلوص آن با الكتروفورز در ژل 
 درجه -70آگاروز و اسپكتروفتومتر بررسي، و در دماي 

  . گراد نگهداري شد سانتي

 دراين تحقيق با توجه به هدف نهايي مطالعه كه :پرايمرها
  در يك حامل مناسب است، با در strRكلون كردن ژن 

ي حامل، دو   و ويژگيهاstrRنظر گرفتن خصوصيات ژن 
اختصاصي با جايگاههاي برش جهت دو پرايمر دست 

در دو انتهاي قطعه ژن XbaI  و BamHI الاثر آنزيم محدود
ئيد آنها با أاختصاصي براي تپرايمرمورد نظرو يك جفت 

 طراحي شد  OLIGO (version 5, W. Rychlik)نرم افزار
   ).1جدول (

 پرايمر و مشخصات آنها: 1جدول 

مرنام پراي     كاربرد واندازه قطعه موردنظر توالي پرايمر 

 
F 

 
5′ CCC CGA GCA AGT CCG TGA GA 3′ 

 
 
 
strR1 
 

 
R 

 
5′ CGA TGC CGG CCT GGT CCA GTT 3′ 

 
strR براي شناسايي قطعه ژن  

992 )نستد پرايمر  (   bp 

 
F 

 
5′ GCC CGG ATC CCC GGG TGC TAC TAT TC3′ 

 
 
 
strR2 

 
R 

 
5′ GGT CTA GAG CCG ACG CTC CTC AAC T 3′ 

 strR  قطعه ژن براي همانند سازي
  با جايگاههاي برش آنزيمي

 bp 1189  
 

F 
 
5′ GAT CTA GAG GTG CTA CTA TCC GCG 3′ 

 
 
 
strR3 

 
R 

 
5′ GGC GGA TCC TCC TCA ACT CCG TCG 3′ 

 strRبراي همانند سازي  قطعه ژن 
  با جايگاههاي برش آنزيمي

 bp 1184  
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PCR:  تكنيك  PCRبا استفاده از آنزيم پليمرازPfu ، 
 استخراج شده بر DNAپرايمرهاي اختصاصي و نمونه 

 ، با دستگاه ترموسايكلر طبق برنامه زير)2 (اساس جدول
دناتوره اوليه :  صورت گرفت،هاي متعددبهينه سازيحاصل 

 25 دقيقه و سپس 10گراد بمدت   درجه سانتي94در دماي 
گراد بمدت   درجه سانتي94تيب با دماي دناتوره دوره بتر

گراد براي   درجه سانتي66 ثانيه و دماي چسبيدن  45

گراد براي پرايمرهاي   درجه سانتي62 و  strR1پرايمرهاي
 72 ثانيه و دماي تكثير  30بمدت ) strR2 وstrR3(ديگر

 دقيقه انجام شد و در انتها تكثير 1گراد بمدت  درجه سانتي
 دقيقه  10گراد بمدت   درجه سانتي72ر دماي نهايي د

 7/0 با الكتروفورز در ژل PCR محصولات . انجام گرديد
  .درصد آگاروز بررسي شد

               ميكروليتر50به حجم PCR  مواد و مقدار مورد نياز براي يك : 2جدول 
  نوع تركيب  حجم   غلظت
50 ng  lμ 1  Template DNA  

20  pM  lμ 1  Upstream primer 

20  pM  lμ 1  Downstream primer  

10 mM  lμ2   dNTP Mix                 

‐  lμ4   DMSO  

200mM Tris-HCl, 100mM (NH4)2SO4, 

100mM KCl, 1% Triton X-100, 

1mg/ml BSA, 20mM MgSO4 

lμ 2  10 x  PCR buffer with MgSo4   

2.5 u /µl  lμ0.3   Pfu polymerase  

‐  lμ Up to 50   deionised dH2O  

  

، به با آنزيم محدود الاثر براي هضم آنزيمي: هضم آنزيمي
 10 - 5 بهمراه DNA ميكرگرم از نمونه 5يك ميكروتيوپ 

 10 به x 1واحد آنزيم اضافه شد وحجم نهايي با بافر 
ميكروتيوپ حاوي مخلوط واكنش بمدت . ميكروليتر رسيد

گراد بن ماري قرار   درجه سانتي37 ساعت در دماي 3-1
محصول هضم آنزيمي .  هضم آنزيمي كامل گرددگرفت تا

  . درصد آگاروز بررسي شد2با الكتروفورز در ژل 

  

  

  نتايج
DNAباكتري   S. griseus با استفاده از كيت جدا و خالص 

 استخراج شده با DNAشد ، سپس ميزان و خلوص 
 درصد آگاروز بررسي گرديد كه 7/0الكتروفورز در ژل 

  .  مي شودمشاهده) 1(نتايج در شكل 

 ، پرايمرهاي Pfuپليمراز با استفاده از آنزيم PCRتكنيك 
 استخراج شده DNAو نمونه ) strR2 وstrR3(اختصاصي

 7/0با الكتروفورز در ژل PCR محصولات . صورت گرفت

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 پاييز، 3، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  267

مشاهده ) 2(درصد آگاروز بررسي شد كه نتايج در شكل 
  .    مي شود

  PCR  كه با strRجهت اثبات تشخيص درست ژن  
كار ازي شده است، دو راهكار مختلف بشناسايي و جداس

ژن    PCRحاصل از در راهكار اول محصولات . گرفته شد
strRاختصاصيي  با پرايمرها  )strR2و strR3( استفاده  با 

 تكثير شد كه اين عمل )strR1( يك جفت پرايمر داخلي از
Nested-PCR نتايج . ناميده  مي شودNested-PCR در 

  .   مشاهده مي شود) 3(شكل 

 
  وI نمونه هاي.  S. griseus   استخراج شده از باكتري DNA: 1شكل 

II. DNA باكتري   S. griseus،  M.ماركر )Lambda DNA/HindIII 

Marker(  

  
  

هاي  با استفاده از پرايمرstrR  ژن PCRنتايج  : 2شكل
                             PCR محصول حاصل از .strR2( .I وstrR3(اختصاصي

 PCR محصول حاصل از .strR2 .IIپرايمرهاي   با استفاده از strRژن 
 .M .         كنترل منفي. strR3. III پرايمرهاي با استفاده از  strRژن  

  ).Gene Ruler TM 100 bp DNA ladder( ما ركر
  

  ناميده مي شود هضم PCR-RFLP راهكار كه دومين
  با strRژن   يعني  PCRحاصل از آنزيمي محصولات 

آنزيم  با يك )strR3  وstrR2(  اختصاصييپرايمرها
 آنزيم از  strR ژن  هضم آنزيمي براي.  استمحدود الاثر
 محصولات  آنزيماين.   استفاده شدAluI محدود الاثر

 و 665 در دو محل يعني را  strRژن    PCRحاصل از 
 bp برش مي دهد و سه قطعه در اندازه هاي  1037

 ،BglIIآنزيم ديگري به نام .  ايجاد مي كند 152 و665،372
  strR  ژن PCRبراي هضم آنزيمي محصولات حاصل از 

حاصل نتايج . كار گرفته شد كه اين ژن را برش نمي دهدب
، محدود الاثر  درآنزيمبا اين   strR ژن  هضم آنزيمياز

AluI و  BglII درصد آگاروز 2  ، پس از الكتروفورز با ژل 
  .   مشاهده مي شود) 4(در شكل 

 
  با strRژن   PCRحاصل از  محصولات Nested-PCRنتايج  :  3شكل 

 با strR ژن PCRمحصول حاصل از . strR1(.  I(  اختصاصييپرايمرها
) strR1( با پرايمر نستد strR2 ،II .Nested-PCRرايمرهاي استفاده از پ

. strR2 ،III با استفاده از پرايمرهاي strR ژن PCRمحصول حاصل از 
 strR3 ،IV  با استفاده از پرايمرهاي strR ژن  PCRمحصول حاصل از 

  .Nested-PCR با پرايمر نستد )strR1 ( محصول حاصل ازPCR ژن 
strRرايمرهاي  با استفاده از پstrR3،V.   ،كنترل منفيM .ما ركر) Gene 

Ruler TM 100 bp DNA ladder.(  

  

  

 M  I  II III IV V

  3000 bp 

  2000 bp 

  1500 bp 

  1200 bp 
  1031 bp 
    900 bp 
    800 bp 
    700 bp 

600 bp 
500 bp 

M  I 

1200 bp 
1031 bp 
900 bp 
800 bp 
700 bp 
600 bp 
500 bp 

1500 bp 

2000 bp 

3000 bp 

 II    III

M    I    II

9400 bp   
6500 bp 

23000 bp  
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ژن    PCRحاصل از  هضم آنزيمي محصولات حاصل ازنتايج  : 4شكل 

strR   آنزيم محدود الاثربا AluI.  I . حاصل هضم آنزيمي محصولات
هضم آنزيمي . BglII ،II آنزيم محدود الاثر با strR ژن PCRاز 

 AluI، III آنزيم محدود الاثربا  strRژن  PCRحاصل از محصولات 

 ).Gene Ruler TM 100 bp DNA ladder( ما ركر. Mكنترل منفي،  . 

  

  بحث
  آنتي بيوتيكز كنندهتدسته ژني بيوسنبرخي از ژنهاي 

 توسط 1987   در سالstrR و از جمله ژن استرپتومايسين
اين ژن عامل كد ). 4(ديستلر و همكارانش تعيين توالي شد

 بعنوان فعال كننده ويژه نسخه برداري StrRنمودن پروتئين 
مسير توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين است و در نتيجه 
موجب بيان دسته ژني استرپتومايسين در جهت بيوسنتز 

كه ژن آنجاياز ). 17(از گلوكز مي شود استرپتومايسين 
strR بعنوان راه انداز و تنظيم كننده دسته ژني بيوسنتز  

استرپتومايسين است و همچنين بعلت بزرگ دسته ژني 
بيوسنتز استرپتومايسين و مبدأ همانندسازي متفاوت كه نمي 
توان آن را در ميزبان ديگري بجز استرپتومايسس كلون 

هند بود، كرد، و درصورت كلون كردن ژنها  ناپايدار خوا
درنتيجه براي اولين بار ايده استفاده از ژن تنظيم كننده 

 بمنظور دستكاري (strR)دسته ژني بيوسنتز استرپتومايسين
ژنتيكي و بالا بردن توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين در 

Streptomyces griseusرا مطرح نموديم .  

  شناسايي و به ميزان strRدر گام اول مي بايست ژن 
ادي همانندسازي و خالص شود تا در مراحل بعد براي زي

بهمين منظور در اين . دستكاري ژنتيكي استفاده گردد
  و strRتحقيق ابتدا با در نظر گرفتن خصوصيات ژن 

 strR2(اختصاصيپرايمر ويژگيهاي حامل، دوجفت 
 با جايگاههاي برش براي دو آنزيم )strR3و

هاي قطعه ژن مورد در دو انت XbaI  و BamHIمحدودالاثر
 )strR1(آنها  ئيدأاختصاصي براي تپرايمرنظرو يك جفت 

  .  طراحي شد OLIGOبا نرم افزار

DNAي  باكتر S. griseusي را با استفاده از كيت جداساز 
استفاده از   با strRژن و سپس ) 1شكل  (و خالص نموديم

 Pfu پليمراز و آنزيم)strR3 وstrR2(  اختصاصييپرايمرها
 به Pfu پليمراز آنزيم استفاده از. شد  تكثيرPCRوش به ر

خاطر خاصيت تصحيح كنندگي آن وجلوگيري از 
 GCعلت ميزانب.  در هنگام همانندسازي ژن بوداشتباهات

 به سختي PCRبالا در ژنوم استرپتومايسس، بهينه سازي 
  ). 2شكل (انجام شد 

 به  strRژن    PCR محصولات حاصل از استفاده ازبراي 
منظور كلون كردن و دستكاري ژنتيكي مي بايست از 

مطمئن شد، باين   strRصحيح بودن همانندسازي ژن 
  :كار گرفته شدمنظور دو روش ب

  strRژن    PCRحاصل از  اولين روش تكثير محصولات 
 بوسيله يك )strR3 وstrR2(  اختصاصييبا پرايمرها

  ).  3شكل ( است )strR1(جفت پرايمر داخلي 

ژن   PCRحاصل از ين روش هضم آنزيمي محصولات دوم
strRاختصاصيي  با پرايمرها  )strR2و strR3( با يك 

با توجه به اينكه اين . مورد مي باشد  آنزيم محدود الاثر
 محصول تقريباً مشابه اي با )strR3 وstrR2(پرايمرها 

ها برش عكس هم دارند، محصول يكي از آنها يعني يگاهجا
 ي  با پرايمرهاstrRژن   PCRز حاصل امحصول 
 مورد استفاده در مراحل بعدي تحقيق ) strR2( اختصاصي
  آنزيم محدود الاثربا  strR ژن هضم آنزيمي يعني براي

M   I     II   

     500 bp 

      100 bp 

      200 bp 

      300 bp 
      400 bp 

      600 bp 
      700 bp 

 1200 bp 

 3000 bp 

  III  
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AluIحاصل از  محصولات  آنزيماين.   قرار مي گيردPCR  
 برش مي دهد 1037 و 665را در دو محل يعني   strRژن  

ايجاد مي  152 وbp665،372 و سه قطعه در اندازه هاي 
  ). 4شكل(كند

آنزيم با    و هضم آنزيميPCR نستد حاصل ازنتايج 
 ، ثابت strRژن    PCRحاصل از  محصولات محدود الاثر

صورت گرفته است ولي   صحيح strRكرد كه تكثير ژن 
حاصل از براي اطمينان بيشتر در ادامه مطالعات محصولات 

PCR   ژنstrRژن . لي شود بايد تعيين تواstrR شناسايي  
و جداسازي شده، داراي دوجايگاه تشخيص آنزيمي است 

  را وارد strRكه از اين طريق مي توان در آينده نزديك ژن 
در . يك حامل بيان كننده مناسب در استرپتومايسس كرد

مرحله بعد احتمالاً قادر خواهيم بود با وارد كردن حامل به 
 آنتي ر به افزايش ميزان توليداسترپتومايسس گريزئوس منج

  . استرپتومايسين در شرايط كنترل شده شويمبيوتيك

وري  هاي اندكي در زمينه افزايش بهرهتلاش دركشور ما  
يكي از دلايل . ها صورت گرفته استتوليد آنتي بيوتيك

عمدة عدم پيشرفت در اين زمينه، فقدان سويه هايي با 
يك بمنظور بهره  آنتي بيوتيقدرت توليدكنندگي بالا

با توجه به مطالب فوق، . برداري صنعتي و اقتصادي است
كاربرد نتايج اين تحقيق گامي مؤثر در جهت  اهميت و

سويه هاي مهندسي ژنتيك شده براي توليد آنتي     ايجاد 
   .بيوتيك است

از تحصيلات تكميلي دانـشگاه اصـفهان بـه         :  سپاسگزاري
زاريم و بـر خـود لازم     خاطر حمايتهاي بي دريغشان سپاسگ    

ميدانيم از جناب آقـاي دكتـر حميـد ميرمحمـد صـادقي و              
ــرم گــروه   ــؤذن و ســاير كارشناســان محت ســركار خــانم م
بيوتكنولوژي دارويي دانـشكده داروسـازي دانـشگاه علـوم          
پزشكي اصفهان و سـركار خـانم محمـدي زاده كارشـناس            

هـاي  زيست شناسي به خاطر همكـاري و كمك محترم گروه   
  .  ه شان نيز تشكر و قدرداني نماييمارزند
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Isolation of the Streptomycin antibiotic production regulatory 
gene (strR) by PCR 

Darvishi F., Golbang N., Hojati Z. and Motovali-bashi M.  
Biology Dept., Faculty of Sciences, Isfahan Univ., Isfahan, Iran. 

Abstract 
Streptomycin is an aminoglycosidic antibiotic that is produced by Streptomyces griseus. 
The genetics of streptomycin production is well known in Streptomyces griseus, for 
which more than 25 clustered genes have been described that encode biosynthesis, 
regulatory and transport functions. The main goal in this research was production of 
elevated levels of streptomycin, using transgenic Streptomyces. To gain this, the 
regulatory gene for streptomycin production (strR) was needed. In this research DNA 
was extracted and purified from Streptomyces griseus. Different sets of primer were 
designed for this research purpose and then the strR gene was amplified by PCR. 
Identify of PCR product of strR gene, was confirmed using gel electrophoresis, Nested-
PCR and PCR-RFLP techniques. 

Keywords: streptomycin, Streptomyces griseus, strR, PCR. 
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